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アブシシン酸（ABA）の  
一細胞定量分析法の開発  
 
植物ホルモン機構研究室 13881334 宮川 慎也 
要旨 
アブシシン酸 (ABA) は、種子の成熟や休眠性の誘導、植物体の様々なストレスに対する
応答に関与する植物ホルモンである。特に乾燥ストレス応答時には、植物体内の ABA 量が
数倍から数十倍まで増加し、それに伴い気孔の閉鎖が誘導されることがよく知られている。
私が所属する研究室のこれまでの研究により、シロイヌナズナにおける NCED3、ABA2、
AAO3 等の ABA 生合成酵素が、維管束組織周辺の細胞に局在していることが明らかになっ
てきた。このことから、水ストレスに応答して維管束組織周辺で合成された ABA が、孔辺
細胞に輸送されることで気孔閉鎖が誘導されると考えられている。そこで本研究では、将
来的にこのような ABA の輸送を可視化するための技術開発の一環として、“Live single cell 
video mass spectrometry”と呼ばれる手法による一細胞からの ABA 定量法の確立を目的と
した。 
本手法では、nano-ESI tip と呼ばれる質量分析器のイオン源にもなる金属コーティング
された特別なガラスキャピラリーを用いて、実体顕微鏡下で一細胞の内容物を分取する。
その後イオン化効率を補正するために、内部標準物質として重水素標識した D₆-ABA をイ
オン化溶媒である 80%メタノールと共に nano-ESI tip に加え、直接質量分析器へ導入して
化合物の分析を行う。本研究では、Orbitrap Velos Pro (Orbitrap) と Triple Quad 5500 
(TQ5500) という 2 種類の質量分析器を用いた。Orbitrap は TQ5500 に比べ質量分解能が
高い一方で、TQ5500 は Orbitrap ほどの分解能はないが 10-100 倍程度感度が高い。まず
ABA 標準物質および D₆-ABA をこれらの機器で検出、定量するための条件検討をおこなっ
た。次に、２つの質量分析器による定量限界を明らかにするため、一定の D₆-ABA に対し
て異なる量のABA標準物質を加えた混合物の質量分析によって得られたそれぞれの化合物
に由来するフラグメントイオンの相対強度比をプロットした検量線を作成した。これによ
り、Orbitrap と TQ5500 での定量的な ABA の検出限界値はそれぞれ 0.3 および 0.03 pg/µl
であることが分かった。更に、実際の一細胞分析に先立ち、植物の粗抽出液を一細胞から
取得した内容物として見立てて nano-ESI tip から直接質量分析を行った場合の定量性の検
討を行った。乾燥処理前後のソラマメの葉抽出液に一定量の D₆-ABA を添加した後、
Orbitrap および TQ5500 に直接導入して質量分析を行った結果、通常の植物ホルモンの定
量に用いられる精製サンプルの LC-MS/MS 分析法で得られる結果と同様に、乾燥処理によ
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る内生 ABA の増加が確認できた。しかしながら乾燥処理を施していない葉における低濃度
ABA については Orbitrap では検出限界以下であったのに対し、TQ5500 では安定して検出
できた。これらの結果から今後の一細胞分析には TQ5500 を用いることにした。これに続
き、比較的細胞が大きく nano-ESI tip を挿入しやすい葉裏側の主葉脈付近の表皮 1 細胞の
内容物を分取し、D₆-ABA を含むイオン化溶媒である 80%メタノールと共に加え、Triple 
Quad 5500 に直接導入し ABA の一細胞分析を行った。その結果、未乾燥状態の葉を用いた
計 13 回の一細胞のサンプリングから得られた分析においては、12 回で ABA が検出限値界
以下であったのに対し、乾燥処理を行った葉を用いた計 21 回の一細胞サンプリングから得
られた分析においては、15 回で検出限界以上の定量値として ABA が検出された。また一
細胞サンプリングに用いた葉の抽出液を、従来の抽出・精製を経た ABA の LC-MS/MS 分
析したところ、一細胞分析と同様に乾燥に応答した ABA 量の増加が確認された。 
本研究で得られた結果により、乾燥処理による内生 ABA 量の増加が一細胞レベルで検出
可能であることが示された。今後の正確な定量に向けた分析法の改善により、乾燥に応答
した局所的な ABA 蓄積量の経時的な変化を一細胞レベルで明らかにし、ABA の生合成部
位の特定や移動の検出が可能になると期待出来る。 
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英文要旨 
 
 Abscisic acid (ABA) is a plant hormone that plays important roles on many 
physiological processes, such as seed maturation, induction of dormancy and the 
response to various stresses. It has been well known that ABA levels in plants increase 
to induce stomatal closure when plants are subjected to water stress. Our previous 
studies revealed that ABA biosynthetic enzymes such as NCED3, ABA2, and AAO3 in 
Arabidopsis are localized around vascular tissues. These suggest that ABA synthesized 
in the tissues should be transported to guard cells to close stomata in response to water 
stress. To determine the possible movement of ABA within plants, it is required to know 
local concentrations of ABA at cellular levels. In this study, I employed ‘Live single cell 
video-mass spectrometry’ to quantify ABA from a single cell. 
 In this system, contents of a single cell were taken by the nano-ESI tips that can be 
used as an ion source of the mass spectrometry. To compensate the ionization 
efficiencies, I added 80 % methanol as an ionization solvent including an internal 
standard D₆-ABA to the nano-ESI tips and introduced to mass spectrometes directly. We 
used two distinct types of mass spectrometers, Orbitrap Velos Pro (Orbitrap) and Triple 
Quad 5500 (TQ5500). Orbitrap is a high resolution spectrometer whereas TQ5500 is a 
high sensitive MS/MS. First, we determined the conditions to detect and quantify 
authentic ABA and D₆-ABA. Next, we determine detection limits of ABA using the two 
mass spectrometers by generating standard curves. The limits to quantitatively detect 
ABA by Orbitrap and TQ5500 were 0.3 and 0.03 pg/µl, respectively. Then we examined 
whether ABA could be accurately quantified by the single cell analyasis. As in the case 
of single cell analysis, crude extracts containing a certain amount of D₆-ABA as an 
internal standard were introduced directly into Orbitrap and TQ5500 and subjected to 
tandem-mass spectrometry (MS/MS) analysis. We could observe the increase in ABA 
levels after dry treatment both by Orbitrap and TQ5500 as in the case of LC-MS/MS 
analysis of purified samples by a standard method. However, lower levels of ABA in 
non-dried leaves were detected by TQ5500 but not by Orbitrap. These results suggested 
that TQ5500 might be better for the single cell ABA analysis. Subsequently, contents of 
an epidermal cell around the major vein of Vicia faba leaves were taken by the nano-ESI 
tips and the samples were directly analyzed by TQ5500. ABA was hardly detected from 
single cells of non-stressed leaves, whereas it was detectable from water-stressed leaves. 
The levels of ABA deduced from the single cell analysis were comparable with those 
determined by the analysis of purified extracts with LC-MS/MS.  
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  These data demonstrated that we could detect the increase in ABA levels within 
single cell in response to water stress. These studies will lead to more accurate 
quantification of ABA in response to stresses, and further investigation of the sites of 
ABA biosynthesis and mechanism of ABA movement. 
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略語 
 
AAO3 : Arabidopsis aldehyde oxidase 3 
ABA : abscisic acid 
ABA2 : ABA Deficient 2 
ABCG : ATP-binding cassette (ABC) transporter gene  
ATBH : Arabidopsis thaliana homeobox gene 
D₆-ABA : (+)-cis,trans-Abscisic Acid-d6 
LC-MS/MS : liquid chromatography tandem-mass spectrometry 
MRM : multiple reaction monitoring 
m/z : mass -to-charge ratio 
nano-ESI tip : nano-electrospray ionization tip 
NCED3 : 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 
NPF : nitrate1/peptide family  
HCD : higher energy collision-induced dissociation 
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序論 
 
 植物ホルモンは、植物体内において非常に低濃度で存在し、様々な生理反応を誘導する
低分子化合物(群)である。植物ホルモンによって制御される生理反応は、内生ホルモン量の
変化を伴うことが多く知られている。植物体内におけるホルモン量は、主に生合成と代謝
のバランスによって決定されると考えられる (Kende and Zeevaart., 1997; Santner et al., 
2009; Santner and Estelle., 2009) 。しかしながら、オーキシンを始めとして、多くの植物
ホルモンが植物体内を移動可能であることが報告されていることから、ある特定の細胞に
おけるホルモン量は、単なる生合成と代謝のバランスのみでなく、どこで合成されたホル
モンがどのように輸送されるのかといった要因によっても制御されると考えられる(Kanno 
et al., 2010) 。しかし、オーキシン以外の植物ホルモンに関しては輸送の生理的な意味と制
御機構はほとんど明らかにされていなかった。 
 私の所属する研究室では、これまでアブシシン酸 (ABA)  生合成の制御機構について解
析が行われてきた。近年、シロイヌナズナにおけるABA生合成酵素であるNCED3、ABA2、
AAO3 等のタンパク質局在解析から、乾燥に応答して主に葉などの維管束組織周辺で ABA
が合成されることが示唆された (Endo et al., 2008; Koiwai et al., 2004) 。【参考図 1】一方、
植物は、乾燥、浸透圧、塩などによる水ストレスを感じると内生の ABA レベルを増加させ、
気孔の閉鎖を誘導することが良く知られている (Nambara and Marion-Poll., 2005; 
Zeevaart and Creelman., 1988) 。このことから、植物が乾燥に応答して気孔を閉鎖するた
めには、維管束組織周辺で合成された ABA が孔辺細胞へと輸送される必要があると考えら
れる。【参考図 2】 
最近シロイヌナズナにおいて ABCG25 と呼ばれるタンパク質が、細胞の内から外への 
ABA の排出を行う輸送体として同定された(Kuromori et al., 2010)。ABCG25 は、主に維
管束組織周辺で発現しており、ABA 生合成部位の細胞からの ABA の排出に関与している
と考えられる。一方、細胞内に ABA を取り込む活性を持つ ABCG40 と呼ばれるタンパク
質は孔辺細胞に発現して、気孔閉鎖に働く可能性が示唆されている (Kang et al., 2010) 。
また、私の所属する研究室では、シロイヌナズナにおける NPF と呼ばれる輸送体ファミリ
ーの一種 NPF4.6 が、ABA を細胞内に取り込む輸送体 (Kanno et al., 2012; Kanno et al., 
2013) であることを明らかにした。NPF4.6 は維管束組織周辺で発現している事から、
ABCG25 の働きと協調して、生合成部位における細胞から排出される ABA 量を調節してい
ると考えられる。 
 このように、植物体内における ABA 輸送に関与する因子が明らかになりつつある状況の
中、実際の植物体内における乾燥時の組織および細胞レベルでの ABA 輸送を可視化する技
術の開発が今後の重要な課題になると考えられる。これまでに、ABA に応答して発現が誘
導されるシロイヌナズナ ATHB16 遺伝子のプロモーター領域制御下でマーカー遺伝子が発
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現する形質転換体の観察【参考図 3a】により、乾燥に応答した早い ABA 応答が維管束組織
周辺で起こる事が示された (Christmann et al., 2005; Christmann et al., 2007) 。しかし
ながらこの手法では、ABA に対する応答部位を可視化できるが、ABA 分子の実際の分布や
局在を正確に把握することは難しい。一方で、質量分析器を用いた定量法は、ABA をはじ
め多くのホルモンや化合物の量を正確に同定・定量する手法の一つである (Chiwocha et al., 
2003; Kojima et al., 2009) 。私が所属する研究室においては、液体クロマトグラフィー・
タンデム質量分析法（LC-MS/MS）を用いた高感度の植物ホルモン分析法が確立されてい
る ( Seo et al., 2011)。この手法では、例えばシロイヌナズナの種子一粒や数 mm の植物片
や乾燥重量で 1 ㎎未満の少量の植物サンプルからホルモンの定量分析が可能となってきて
いる【参考図 3b】。しかしながら現段階では、維管束組織周辺の細胞や孔辺細胞における
ABA の蓄積量の変化を明らかにするには、感度が不十分である。ところが近年、一細胞か
ら取得した内容物を直接的に高感度・高分解能な質量分析器を用いて解析する“Live single 
cell video mass spectrometry”と呼ばれる手法が開発された【参考図 4】。この手法は、これ
まで主に動物の培養細胞や植物細胞からの様々な代謝物のプロファイル（メタボローム）
を明らかにする目的で用いられてきたが  (Lorenzo Tejedor et al., 2012; Mizuno et 
al.,2008; Tsuyama et al., 2012) 、本研究ではこの手法を応用することで植物体内での内生
量が非常に少ない植物ホルモンABAの量を一細胞から正確に定量する新技術の開発を目的
とした。乾燥に応答した気孔閉鎖における ABA 蓄積量の変化の詳細な解析により、維管束
組織から孔辺細胞への ABA の輸送を可視化することが将来的に可能になると期待される。  
 
 
 
 
(Endo et al., 2008)
NCED3 ABA2AAO3
木部
師管形成層
（参考図1）葉の維管束におけるABA合成酵素の発現
シロイヌナズナのおけるABA合成酵素であるNCED3、AAO3、
ABA2のタンパク質局在解析から、乾燥に応答して主に葉などの
維管束組織周辺でABAは合成されることが示唆された。
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維管束
ABA 
孔辺細胞
合成場所
作用場所
葉の断⾯図
（参考図2）ABAの移動の可能性
植物は、乾燥、浸透圧、塩などによる水ストレスを感じると内生の
ABAレベルを増加させ、気孔の閉鎖を誘導することが良く知られて
いる。このことから、植物が乾燥に応答して気孔を閉鎖するために
は、維管束組織周辺で合成されたABAが孔辺細胞へと輸送される必
要があると考えられる。
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プロモーター・レポーター系を導入した形質転換体
(Christmann et al., 2005)
ATHB6:LUC
シロイヌナズナ種子を胚と種皮に分けて
ABA定量 (LC-MS/MS)
Embryo Testa/Endosperm
(Kanno et al., 2010)
（参考図3）細胞レベルでのABAの可視化および定量化
(a) ABA誘導性遺伝子プロモーター・レポーター系を導入した形質転
換体による組織・細胞レベルのABAに対する応答部位が可視化さ
れた。
(b) シロイヌナズナの種子⼀粒など乾燥重量で1㎎未満の少量の植物
サンプルから液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析法
（LC-MS/MS）を⽤いた⾼感度の植物ホルモン分析法が確⽴され
た。
（a）
（b）
10
(Mizuno et al., 2008)
（参考図4）一細胞分析の概要
Live single-cell video-mass spectrometry 
⼀細胞から取得した内容物を直接的に⾼感度・⾼分解能な質量分析器
を⽤いて解析する “Live single cell video mass spectrometry” と
呼ばれる手法が開発された。
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材料と方法 
 
植物材料 
 ソラマメ (Vicia faba; トウーマミー、サカタのタネ) の種を、メトロミックス 350 (ハイ
ポネクス)とバーミキュライトの混合物 (2:1) を含むポットに播種後、22℃、連続白色光下
で栽培した。約 2 週間栽培した植物の葉を試料に用いた。 
 
化学物質 
 標準物質 ABA は Sigma 社から購入した。内部標準物質として用いた安定同位体標識
ABA (D₆-ABA) は Olchamim 社から購入した。 
 
一細胞サンプリング 
一細胞の内容物のサンプリングは、基本的に Mizuno et al.（2008）に従い行った。植物
体から切り取ったソラマメの葉を、孔辺細胞を多く含む裏面を上向きにして実体顕微鏡 
(Leica M205 FA、LEICA) 下に設置した。顕微鏡に接続したビデオカメラ (Leica DFC400） 
の下で、マニピュレーター （MHW-103、Narishige） に固定した nano-ESI tip （Cellomics 
tip、Humanix） の先端を細胞に刺し、減圧により内容物を取得した。nano-ESI tip はサ
ンプリングに用いる前にビデオカメラ下で質量分析器のイオン源の表面に押し当て折る事
で、先端径を大きくした（図１）。サンプルを含む nano-ESI tip の後ろの口から内部標準物
質 D₆-ABA (1 pg/µl) を含むイオン化溶媒 80%メタノール 1 µl を加えた。その後、直ちに
nano-ESI tip を質量分析器の nanospray 用のイオン源にセットした。イオン源の口と
nano-ESI tip の先端との間には、3-5mm の距離を置いた。 
 
Orbitrap Velos Pro を用いたホルモン分析 
Orbitrap Velos Pro (Thermo Fisher Scientific 社) を用いた解析は Lorenzo Tejedor et al. 
(2012) に従い行った。イオン化溶剤として用いる 80%（v/v）エタノールに溶解したサンプ
ルを含む nano-ESI tip (Cellomics Tip; for plant analysis; top caliber size was 1 µm; 
Humanix) と呼ばれるガラスコーティングを施したガラスキャピラリーを、オフライン用
イオン源ヘッド (Nano ES ion source head, offline ,Thermo Scientific) と組み合わせたイ
オン源（Nanospray Flex Ion Source, Thermo Scientific）に固定した。nano-ESI tip の先
端を質量分析器の注入口から 3-5 mm の距離に固定し、スプレー電圧約-1,000～-1,500 (V)、
分解能 60,000、キャピラリー温度 250℃の条件で行った。ABA および D₆-ABA のプリカー
サー (親) イオンを検出する場合は 100～400 m/z の範囲を選択した。高エネルギー分解 
(higher energy collision-induced dissociation; HCD) モードによる MS/MS 解析は、平均
80%コリジョンエネルギー処理により行った。分析の直前に、electron multiplier、フーリ
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エ変換、storage transmission、質量の正確性を、ポリチロシン (m/z 180.06662、m/z 
506.19327、 m/z 995.38326) のネガティブイオンモードで分析により校正した。質量スペ
クトルは、Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher Scientific 社) を使って分析及び評価した。 
 
Triple Quad 5500 によるホルモン分析 
共同研究者の理研・生命システム研究センターの升島努チームリーダーの研究室で作成さ
れたオフライン用イオン源を備えた Triple Quad 5500 (AB Sciex 社) を解析に用いた
nano-ESI tip の先端を質量分析器の注入口から 3-5 mm の距離に固定し、スプレー電圧約
-1,500～3,000 (V) で分析を行った。ABA および D₆-ABA を MRM (multiple reaction 
monitoring) モードで分析する際のイオン源のパラメーターは表１の通りに設定した。質量
スペクトルは、Peak View Software 1.1.1 (AB Sciex 社)により評価した。D₆-ABA (1 pg/µl) 
の平均イオン強度が 5,000 よりも低い値で検出された場合、内容物サンプルが効率的にイ
オン化されず質量分析器に導入されていないと考え、今回の分析データには含めなかった。 
 
未精製の粗抽出液と精製したサンプルからのホルモン分析 
凍結乾燥後に粉末状にした葉のサンプル（乾燥重量 1 mg 当たりに加えた D₆-ABA5ng 含
む）に 80%メタノール 50 µl を加えた。その後、サンプルを激しく撹拌することで ABA の
抽出を行い、遠心後の上清を粗抽出液とした。1 µl の粗抽出液を nano-ESI tip を用いて直
接的に Orbitrap Velos Pro と Triple Quad 5500 で分析した。また、30 µl の粗抽出液を真
空中で乾固させた後、抽出物をアセトニトリル:水:酢酸混合液 (80:19:1) 1 ml に溶解し、 
Kanno et al. (2010)に従い、固相抽出カラムにより精製した。精製したサンプルを Acquity 
UPLC BEH C18 column (1.7 µm 2.1×50 mm; Waters)を備えた Nexcera (Shimazu)/ 
Triple TOF 5600 (AB Sciex) LC-MS/MS システムに導入した。液体クロマトグラフィーの
条件とタンデム質量分析(MS/MS)のパラメーターは表 2 に示した通りに設定した。 
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結果 
 
標準物質 ABA および D₆-ABA のフラグメントイオンパターンの分析 
私が所属する研究室で行われてきた通常の植物ホルモンの定量法では、植物抽出液を数段
階の固相カラムにより精製した後に、液体クロマトグラフィーを経て質量分析を行う。こ
れに対し Live single cell video mass-spectrometry においては、nano-ESI tip と呼ばれる
金属コーティングを施されたガラスキャピラリーを用いて一細胞から内容物を取得し、そ
れを直接イオン源に固定してサンプルをイオン化して質量分析器を行う。そのため、目的
の化合物と夾雑物をいかに分離するかが一細胞分析において非常に重要である。従って本
研究では、質量分解能が小数点以下 4 桁程度と高いフーリエ変換型質量分析器 Orbitrap 
Velos Pro (Orbitrap)を用いることを最初に計画した。まず、一細胞から取得したサンプル
の分析に先立ち、ABA を検出・同定するための MS スペクトルパターンを、標準物質を用
いて取得した。実際の一細胞分析による ABA の定量の際にはサンプルのイオン化効率を補
正する必要があるため（後述）、内部標準物質として用いる重水素ラベルした ABA （D₆-ABA）
も同時に分析した。ABA および D₆-ABA をそれぞれ 250 pg/µl の濃度で含む 80%メタノー
ル溶液 1 µl を、マイクロピペッターを使い nano-ESI tip の後部から導入し、イオン源にセ
ットしてネガティブイオンモードで分析した。まずフルスキャンモードにより m/z 100-400
の範囲に存在する全イオンを検出した。その結果、ABA の親イオン（ABA-[H−]）に対応
する (m/z 263.1294) と D₆-ABA の親イオン（D₆-ABA-[H−]）に対応する m/z 269.1670
のピークが検出された（図 2）。さらに m/z 261-271 の範囲に存在するイオンのコリジョン
（衝突誘起解離）により生成されるフラグメントイオンを検出する HCD モードにより、
ABA 由来であると考えられる m/z 219.1396、204.1161、201.1290、153.0925 のフラグメ
ント(娘)イオン、D₆-ABA 由来と考えられる m/z 225.1772、210.1537、207.1349、159.1302 
のフラグメントイオンを検出した（図 3）。 
 
一孔辺細胞からの ABA 検出 
私が所属する研究室のこれまでの研究により、乾燥に応答して維管束組織周辺で生合成
された ABA が孔辺細胞へ輸送される可能性が示されているが、孔辺細胞内での乾燥に応答
した ABA 量の変化は明らかになっていない。そのため、一孔辺細胞からの ABA の検出を
試みた。植物材料には比較的大きな孔辺細胞を有するソラマメを用いた。2 週間生育させた
植物体から葉を切り離し、孔辺細胞を多く含む葉裏側の表皮を剥がしてスライドグラスに
両面テープで固定した。実体顕微鏡下で先端径 1 µm の nano-ESI tip を一孔辺細胞にマニ
ピュレーターで調整して突き刺し、吸引により細胞内容物を採取した。その後、直ちに
nano-ESI tip の後部から 1 pg/µl D₆-ABA を含む 80%メタノール 1 µl 加え、Orbitrap のイ
オン源に固定して質量分析を行った。m/z 261-271 の範囲に存在するイオンの HCD モード
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解析により、内部標準の D₆-ABA 由来のフラグメントイオンが検出される条件で、ABA と
一致するフラグメントイオンが検出された（図 4）。このことから、内生 ABA が検出された
と考えられ、原理的には D₆-ABA のフラグメントイオンの相対強度比から ABA の内生量を
見積もることが可能である。しかしながら、内生 ABA 由来と考えられるフラグメントイオ
ンの相対強度が非常に低いこと、さらに他の夾雑物由来のイオンの混入の可能性を完全に
否定出来ないことから、内生 ABA の定量が現時点では困難であると考えた。そのため、以
下に記載するいくつかの手順により、正確な ABA の定量法の確立を目指した。 
 
Triple Quad 5500 を用いた標準物質 ABA および D₆-ABA のフラグメントイオンパターン
の分析 
上記の通り Orbitrap は高質量分解能という特性を持つが、検出感度は比較的低い。一方
で、トリプル四重極型の質量分析器は Orbitrap よりも分解能で劣るものの高感度な検出が
可能でかつダイナミックレンジが広く定量性に優れている利点がある。そのため、Orbitrap
に加え、トリプル四重極型の質量分析器 Triple Quad 5500 (TQ5500)を用いて、より正確な
ABA 定量法の確立を目指した。まず、Orbitrap の場合と同様に、TQ5500 においても標準
物質 ABA および D₆-ABA にそれぞれ特徴的なスペクトルパターンを検証した。ABA およ
びD₆-ABAをそれぞれ50 pg/µlの濃度で80%メタノール1 µlをマイクロピペッターを使い、
nano-ESI tip の後部から加え、イオン源にセットしてネガティブイオンモードで分析した。
Orbitrap での分析結果に基づき ABA および D₆-ABA の親イオンから生成されるフラグメ
ントイオンを MRM モードで検出した。その結果、ABA 由来のフラグメントイオンと考え
られる m/z 153.04、204.02、219.11 のイオンピーク、D₆-ABA 由来のフラグメントイオン
と考えられる m/z 159.07、207.05、225.11 のイオンピークが検出された（図 5）。 
 
Orbitrap と TQ5500 による ABA の定量的検出限界値の検討 
次に、Orbitrap と TQ5500 を用いてそれぞれによる ABA の定量的検出限界値の検討を
行った。Orbitrap を用いた分析については、ABA 由来の m/z 219.1396 と D₆-ABA 由来の
m/z 225.1772 のフラグメントイオンペアの相対強度をもとに定量値を算出した。TQ5500
を用いた分析については、ABA 由来の m/z 153.04 と D₆-ABA 由来の m/z 159.07 のフラグ
メントイオンペアの相対強度をもとに定量値を算出した。Orbitrap を用いた分析では、100 
pg/µl の D₆-ABA に対して 0 および 0.0001 から 1,000 pg/µl の間の half-log 単位の異なる濃
度の ABA を含む 80%メタノールを HCD モードで分析し、5 分間の平均のフラグメントイ
オン強度の相対値から検量線を作成した。その結果、ABA 濃度が 0.3～1000 pg/µl の範囲
内にあるときに検量線が直線性を示したことから、この範囲で ABA が定量的に検出可能で
あると考えられた（図6）。TQ5500を用いた分析1 pg/µlのD₆-ABAに対して0および0.0001
から 1,000 pg/µl の間の half-log 単位の異なる濃度の ABA を含む 80%メタノールを MRM
モードで分析し、5 分間の平均のフラグメントイオン強度の相対値から検量線を作成した。
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その結果、ABA 濃度が 0.03～1000 pg/µl の範囲内にあるときに検量線が直線性を示したこ
とから、この範囲で ABA が定量的に検出可能であると考えられた（図 7）。 
 
粗抽出液を用いた ABA 定量性の検討 
上記の検量線から、TQ5500 の方が Orbitrap よりも少なくとも 10 倍程度 ABA の検出感
度が高い事が明らかになったが、一細胞分析においては目的のフラグメントイオンに他の
夾雑物由来のイオンピークが混入している可能性を完全に否定する事が出来ないので、よ
り慎重な定量性の確認が必要になる。そこで、ソラマメ葉の粗抽出液をいくつかの固相抽
出を経て LC-MS/MS により定量した値と、粗抽出液を一細胞から取得した細胞内容物と見
立てて、nano-ESI tip を用いて直接分析した場合に得られた値とを比較することにより、
それぞれの質量分析器を用いた場合の定量性を確かめた。2 週間育てたソラマメの植物体か
ら 12 枚の葉を切り離し、そのうち 6 枚を直ちに液体窒素で凍結させ非乾燥サンプルとし、
残りの 6 枚の葉を 3 時間実験台に静置したものを乾燥処理サンプルとした。サンプルを凍
結乾燥後、1 ng/µl の濃度で D₆-ABA を割合で含む 80%メタノールを、乾燥重量 1 mg 当た
り 50 µl の割合で加えた。その後、乳鉢と乳棒で破砕した。遠心後の上清を回収したものを
粗抽出液として Orbitrap および TQ5500 を用いて分析した。さらに粗抽出液の一部を固相
抽出カラムで精製後、私が所属する研究室で通常ホルモン定量を行う際に用いる
LC-MS/MS（Triple-TOF 5600）により分析を行った。その結果、非乾燥サンプルにおいて
LC-MS/MS で得られる比較的低い内生 ABA の定量値は、Orbitrap を用いた未精製の粗抽
出液の直接的な分析では検出されない場合や、また逆に予想以上に高い値として検出され
る場合が見受けられた（図 8）。一方で、乾燥処理サンプルにおいては、LC-MS/MS 分析で
得られる ABA の定量値と完全な一致はしないものの、Orbitrap を用いた分析によっても非
乾燥サンプルに比べて高い ABA の定量値が、LC-MS/MS 分析の結果と相関性を持って得
られた（図 8）。これに対し、TQ5500 を用いた分析では、非乾燥サンプルにおける低濃度
の ABA を検出する事が可能であり、さらに乾燥処理サンプルにおける内生 ABA 量の増加
を LC-MS/MS を用いた分析との相関性を持って検出することが可能であった。これらの結
果から、比較的質量分解能が低い TQ5500 を用いても乾燥に応答した内生 ABA の増加があ
る程度定量的に検出可能であると考えられ、また一細胞から取得する細胞内容物は非常に
微量であることから、より高感度な質量分析が可能な TQ5500 を用いて実際の一細胞分析
を進めた。 
 
サンプリング改良 
前述の通り、一孔辺細胞から取得したサンプルから、ABA に一致する複数のフラグメン
トイオンが検出された（図 4）。そこで次に、乾燥に応答した孔辺細胞内での ABA 量の変化
を検出することを試みた。当初、葉から分離した表皮細胞層を用いてサンプリングを行っ
ていたが、照射する光強度の調節等により表皮細胞を分離せずに葉から直接サンプリング
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を可能にした。しかし、乾燥処理によりおそらく細胞内水分が低下することで細胞の膨圧
が下がり nano-ESI tip を細胞へ挿入することが困難になり、また細胞内容物の粘性が高ま
ることで nano-ESI tip の細胞内への挿入が成功した場合にも先端が詰まってしまうため内
容物を吸引することが困難であった。そのため、nano-ESI tip の先端をイオン源の注入口
付近に押し当て折ることで、先端を広くした（図１）。また、維管束組織周辺に近い葉裏側
の主葉脈付近の表皮細胞は、乾燥処理後にも nano-ESI tip を挿入しやすいことを発見した。
これらの検討から、ソラマメの葉裏側の主葉脈付近の表皮一細胞から TQ5500 を用いて乾
燥に応答した内生 ABA 量の変化を検出することを試みた。 
 
 
一細胞における乾燥に応答した内生 ABA 量変化の検出 
植物体から切り離したソラマメの葉から 30分以内に取得した細胞内容物を非乾燥サンプ
ル、植物体から切り離してから 3~4 時間後の葉から取得した細胞内容物を乾燥処理サンプ
ルとした。nano-ESI tip を挿入し内容物を吸引した後に、その細胞が空になることが顕微
鏡下で確認できたため、ほぼ全ての細胞内容物が nano-ESI tip によって採取されたと考え
た（図 9）。そのため、一細胞あたりの ABA 含量として異なるサンプル間の定量値の比較が
可能であると考えた。サンプル取得後、直ちに nano-ESI tip の後部から 1 pg/µl の濃度で
D₆-ABA を含む 80% メタノール 1 µl を加え、TQ5500 のイオン源にセットして質量分析
した。1 枚の葉から先に記述した時間内に複数回サンプルを採取することで、非乾燥サンプ
ルに関しては 7 枚の葉から計 13 回、乾燥処理サンプル関しては 7 枚の葉から計 21 回のサ
ンプリングを行い、質量分析を行った。また、1 pg/µl D₆-ABA を含む 80% メタノールを
ネガティブコンロールとして独立に 6 回質量分析を行った。nano-ESI tip に加えてあるイ
オン化溶媒（80%メタノール）が空になるまで継続的に質量スペクトルデータを取得し、定
量に用いるABAおよびD₆-ABAのフラグメントイオンペアの平均シグナル強度の割合から
内生 ABA 量を算出した。非乾燥サンプルに関しては 13 サンプルの内 12 サンプルでは、
ABA と一致するフラグメントイオンがネガティブコントロールと同じレベルの値でかつ、
先に作成した検量線の定量的検出限界値以下であった。ネガティブコントロールで ABA と
一致するフラグメントイオンの検出値がゼロにならないのは、バックグランドとして検出
されるノイズによるものと考えられる。そのため、ネガティブコントロールと同程度に ABA
のフラグメントイオンが検出された。12 の非乾燥サンプルにおいては、ABA が検出できな
かったと考えられる。一方、21 の乾燥処理サンプルの内 15 サンプルでは、定量的検出限界
以上かつ非乾燥サンプルおよびネガティブコントロールで検出されるABAよりもはるかに
高い値で ABA が検出された（図 10）。この一細胞分析の結果が、植物体内の実際のホルモ
ンレベルを反映しているかを評価するために、上述の一細胞分析のサンプリング直後の葉
を用いて、一般的な精製抽出物の LC-MS/MS 分析と、粗抽出液の TQ5500 を用いた分析に
よる ABA の定量値との比較を行った。一細胞分析のサンプリング直後の葉を液体窒素で凍
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らせ、一定量の D₆-ABA 含む 80%メタノールを加えて破砕した。遠心後に得られた粗抽出
液の一部を nano-ESI tip を用いて直接的に TQ5500 で分析した（図 11）。さらに残りの粗
抽出液を、固相抽出カラムによって精製後、LC-MS/MS 分析を行った（図 12）。その結果、
一細胞分析の結果から予想される通り、乾燥処理サンプル中の ABA 量が、非乾燥サンプル
と比較して 10 倍以上高いことが、LC-MS/MS 分析によって確認された。さらには、TQ5500
による粗抽出液の直接的な分析によっても、同様に乾燥に応答した内生 ABA 量の増加が確
認できた。これらのデータは、ストレス応答時の ABA レベルの増加を一細胞から検出でき
たことを強く示す。 
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考察と展望 
植物の乾燥応答時の気孔閉鎖は、ABA が関与する極めて速い応答である。乾燥刺激後、
急速なABA生合成が主に維管束組織周辺の細胞で行われることが生合成酵素の局在に関す
る研究で明らかにされてきた (Endo et al., 2008; Koiwai et al., 2004)。一方、いくつかの
ABA の輸送タンパク質が当研究グループ、また他のグループから同定され(Kuromori et al., 
2010; Kang et al., 2010; Kanno et al., 2012; Kanno et al., 2013) 、維管束組織からの ABA
輸送が気孔の閉鎖に重要である可能性が示唆された。近年同定された可溶性 ABA 受容体の
存在から、ABA が孔辺細胞内で認識される可能性が支持されている。しかしながら現在ま
でに、一細胞レベルで ABA 分子そのものの測定はできていない。大きな組織片を試料とし
た質量分析が限界であり、ABA 分布の可視化も ABA 応答性プロモーター・レポーターや
ABA 応答性遺伝子の発現による間接的な実験によるもので、実際の孔辺細胞内の ABA 量
は明らかにされていない。このため孔辺細胞内における ABA 量を明らかにすることは、植
物の乾燥応答機構を明らかにするために不可欠である。また ABA 合成場所である維管束組
織周辺組織での ABA 量の変動を知ることも、ABA の輸送機構の理解につながるだろう。
そこで、「Live single cell video mass spectrometry」という手法で、植物一細胞から ABA
を検出および定量することを検討した。 
今回は、2 つの質量分析器を用いて ABA の一細胞定量分析法の検討をした。粗抽出液の
複数段階の固相抽出を経て LC-MS/MS によって得られた ABA の定量値と、粗抽出液の
TQ5500 への直接導入による分析で得られた内生 ABA レベルの増加に相関がみられた。し
かし、一細胞分析からの推定された内生 ABA レベルとは、すべてが LC-MS/MS や TQ5500
での分析値と類似しているわけではなかった（図 10）。乾燥前で検出限界以上の高いレベル
の ABA が検出される場合や、乾燥後でも検出限界以下の値が検出される場合もあった。ま
た乾燥処理を加えた同じ葉における別々の場所から一細胞分析した定量値にばらつきが見
られた。これは、同じ葉でも場所ごとに乾燥のかかり方もしくは乾燥に応答した ABA の蓄
積量が異なっていたからと考えられる。また他の可能性として、標的細胞のサイズの大き
さによる吸った量の違い、分析する検出器の精度の問題などが考えられる。しかし、乾燥
処理した異なる 7 枚の葉における 21 個の細胞から一細胞分析して得られた平均 ABA レベ
ルは、LC-MS/MS による分析値をほぼ反映していた。このことから、本研究による一細胞
分析は内生 ABA の検出および定量する技術として利用でき、一細胞での乾燥ストレス応答
時の ABA レベルの増加を検出できたと言える。さらに、一細胞分析から ABA 内生量を推
定した値と、粗抽出液を精製後に LC-MS/MS 分析した場合に得られた ABA 定量値との比
較を行った。実体顕微鏡で観察されたソラマメの主葉脈付近の表皮細胞のサイズに基づい
て、細胞の体積をおよそ数百 pl であることを見積もった。表皮一細胞の内容物を採取し、
加えた内部標準と内生 ABA 由来のフラグメントイオンピークの相対強度比から、乾燥した
葉の一細胞の ABA レベルは、それぞれ数十から百 ng/g FW であると推定された (1ml 細
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胞内容物を 1g FW と等しいと考えた)。この数値は LC-MS/MS 分析によって推定された
ABA レベル(200-400 ng/g FW)に類似していた。これらから、一細胞から乾燥ストレスによ
って上昇した ABA 内生量を、おおよその値として定量することが可能であることが分かっ
た。 
本研究では、乾燥処理後の特定の時間において、葉における一定の部位に位置する一細
胞から ABA を分析した。一細胞を刺し内容物を吸う技術に関しては、nano-ESI tip の先端
を折り径を広げることでより多くの内容物を回収できるようになった。しかし、毎回針先
の壊れ方や標的の細胞サイズが異なる点から吸う量は一定ではない。今後、一細胞から正
確な定量をするためには、吸う量や吸う場所などが問題になってくる。そのため nano-ESI 
tip で吸えた量を正確に把握しなければならないと考える。そのためにはまず目的の一細胞
の内容物が確実に吸えていることを確認するために、細胞内において特定の部位だけを色
付けして採取できることを検証する必要がある。また将来的には表皮細胞以外のどの細胞
からも内容物の採取することができ、吸っている量も測定することができるようになり、
一細胞からの ABA の正確な定量を可能にしていきたい。さらに乾燥応答時の気孔の開度と
異なる部位における ABA 蓄積量の経時的な変化を明らかにすることで ABA の生合成部位
や移動の可能性を検討することに興味が持たれる。今回、一細胞から ABA が検出できたこ
とから、一枚の葉において乾燥応答時の ABA の分布や蓄積の挙動の検証や ABA 以外のジ
ャスモン酸、オーキシンなどの植物ホルモンの検討も進めていきたい。本研究の一細胞か
らの植物ホルモンの分析する技術は、今後生合成や代謝、輸送に関わる機能の理解に大き
く貢献できる。植物ホルモンだけでなく、植物体内の微量な生理活性物質や代謝物を一細
胞から検出および定量することにもつなげていけると期待される技術である。 
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【図1】nano-ESI tipの先端を折る前と後の写真
サンプリングに使う前、先端をビデオスコープ下で質量
分析器のイオン源にnano-ESI tipを押し付けることで、
先端が2-3µmの径になるように折った。
前
後
24
【図2】標準物質ABAおよびD₆-ABAのプレカーサーイオンのパターン
ネガティブイオンモードで分析した結果、
ABA (m/z 263.1294) とD₆-ABA (m/z 269.1670)と一致するプレカーサー
イオンを検出した。
【図3】標準物質ABAおよびD₆-ABAのフラグメントイオンのパターン
HCDモードによるMS/MS解析により
ABAに由来するフラグメントイオン
(m/z 219.1396, 204.1161, 201.1290, 153.0925) 
D₆-ABAに由来するフラグメントイオン
(m/z 225.1772, 210.1537, 207.1349, 159.1302 )
をそれぞれ検出した。
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【図4】Orbitrap Velos ProでのHCDモードによる粗抽出液の分析に
よって得られた質量スペクトルパターン(A)
ABA (m/z 153.0923 (B), 201.1288 (C), 204.1158 (D), 219.1393(E))
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【図5】Triple Quad 5500でのMRMモードによる粗抽出液の
分析によって得られた質量スペクトルパターン
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【図6】Orbitrap Velos Proによる検出限界値の検討
100 pg/µlのD₆-ABAに対して0および0.0001から1,000 pg/µlの間
のhalf-log単位の異なる濃度のABAを含む80%メタノールをHCD
モードで分析し、【図3】の標品ABAとD₆-ABAの主なフラグメント
イオン(m/z 219.1396と225.1772)から5分間の平均のイオン強度
の相対値をプロットした。
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【図7】Triple Quad 5500 による検出限界値の検討
1 pg/µlのD₆-ABAに対して0および0.0001から1,000 pg/µlの間
のhalf-log単位の異なる濃度のABAを含む80%メタノールを
MRMモードで分析し、【図5】の標品ABAとD₆-ABAの主なフラ
グメントイオン(m/z 153.04 と159.07)から5分間の平均のイオ
ン強度の相対値をプロットした。
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【図8】粗抽出液を用いたABA定量性の検討
植物体から切り離してから0、3時間乾燥処理を施した葉由来の抽出液の一部を
直接Orbitrap Velos ProもしくはTriple Quad 5500に導⼊し、質量分析を⾏っ
た。また残った抽出液を精製して、LC-MS/MS分析を⾏った結果を⽰す。
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従来法
Orbitrap (⾼質量分解能)
TQ5500 (⾼検出感度)
乾燥処理なし 乾燥処理あり
乾燥処理なしと乾燥処理ありは別々の葉のサンプル
【図9】サンプリング前後の細胞の例
左側の赤い点線で囲まれた細胞に、顕微鏡下でnano-ESI tip
を挿⼊した。
右側はサンプリング後、細胞がほとんど空になり細胞の形が
はっきりした様子。
31
【図10】ABAの一細胞分析
(左) 乾燥処理を施していない葉
小文字のa~gは乾燥処理をした独⽴な7枚の葉を意味する。
小文字の後の数は、同じ葉の別々の場所から独⽴の一細胞分析の結果を⽰す。
(右) 3時間乾燥処理した葉
大文字のA~Gは乾燥処理をしていない独⽴な7枚の葉を意味する。
大文字の後の数は、同じ葉の別々の場所から独⽴の一細胞分析の結果を⽰す。
縦軸は、加えた内標と内生ABAに相当するフラグメントイオンの相対強度⽐を
⽰しています。
赤線は、検量線から推定した検出限界 (0.03 pg/µl)
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【図11】 TQ5500による粗抽出液の直接的ABA分析
nano-ESI tipで粗抽出液(一細胞分析で用いた乾燥処理なし、3時間乾燥処理した
葉由来のサンプル)を直接TQ5500に導⼊して、ABAを検出した。
小文字のa~gは乾燥処理をしていない独⽴の葉、大文字のA~Gは乾燥処理をした
独⽴の葉を⽰す。
縦軸は、加えた内標と内生ABAに相当するフラグメントイオンの相対強度⽐を
⽰しています。
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【図12】精製後の粗抽出液をLC-MS/MS分析をして得られたABA定量値
植物体から切り離してから0、3時間乾燥処理を施した一細胞分析で用いた葉由来
の粗抽出液を精製して、LC-MS/MS分析を⾏った結果を⽰す。
小文字のa~gは乾燥処理をしていない独⽴の葉、大文字のA~Gは乾燥処理をした
独⽴の葉を⽰す。
縦軸は、加えた内標と内生ABAに相当するフラグメントイオンの相対強度⽐を
⽰しています。
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Curtain 
Gas 
(CUR)
Collision 
Activated
Dissociation Gas 
(CAD)
Ionspray
Voltage (IS)
Source 
Gas 1 
(GS1)
Source 
Gas 2
(GS2)
Suface Heater 
Temperature 
(TEM)
5 6 ⁻1500〜⁻3000 0 0 250
Target
Q1 Mass 
(Da)
Q3 Mass 
(Da)
Time 
(msec)
DP (volts) CE (volts)
CXP 
(volts)
ABA 262.959 153 150 -155 -14 -11
D₆-ABA 269.03 159.1 150 -50 -14 -9
Analyst Softwareを使ったMRM解析のための自動最適化によって得られた
データ。
【表1】Triple Quad 5500を使ったMRMモードでABAおよびD₆-ABA
を分析する際のイオン源のパラメーター
【表2】ABAおよびD₆-ABAのプロダクトイオンのスペクトル
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Solvent A Solvent B Gradient (solvent B composition)
0.01 %　酢酸 アセトニトリルを含む
0.05％　酢酸
3% continuously for 0.3min
3-15% gradient for 0.7 min (total 1min)
15% continuously for 2 min (total 3 min)
15-40% gradient for 4 min (total 7 min)
40-60% gradient for 0.4 min (total 7.4 min)
Target
Retention 
time on LC 
(min)
ESI
MS/MS 
transitions for 
quantification 
(m/z)
Collision 
energy (V)
Declustering 
potential
Ion 
spray 
votaging 
(V)
Desolvation
temperature 
(℃)
ABA
5.07
- 263.1/219.1
15 90 3,500 600
D₆-ABA - 269.1/225.2
【表3】液体クロマトグラフィーのコンディション
【表4】タンデム質量分析 (MS/MS) のパラメーター
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